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論 文 内 容 要 旨

序諭

黄色ブ ドウ球菌3吻 んッ1000CCμ∫卿ハεμ∫(以下 、3.α鷹 〃5)は 自然界 に広 く存在 し、 ヒトの常

在菌で もある一方で様々な外毒素を産生 し日和見感染や食 中毒を引き起 こす。また畜産業

界においてもウシの乳房炎の起因菌として非常 に重用視 されて いる。さらに黄色ブ ドウ球

菌は薬剤耐性菌が出現 しやすく、中で も皿edcillin堕sis㎞t5吻yZococcκ 躍 即εμ∫(MRSA)に

代表され る多剤耐 性菌 は院内感染の代表例 と して注 目されている。しか しこれ ら耐性菌も

病原因子は通常の株 と変わ らないことか ら、感染症の症状を引き起こす病原因子の発現機

構を解明 し、病原因子及びその活性の発現を抑制することが、将来的には抗生物質に頼 ら

ない感染症の治療法の確立につなが っていくと考えられ、研究が進められている。

黄色ブ ドウ球菌の産生する種々の外毒素タンパク質の うち、血球をターゲ ッ トとするも

のとして赤血球を崩壊する α一、β一、γ一、 δ一の4種 類のhemolysinど 白血球 崩壊毒素の

1eukocidinが 見 いだ され てお り、本研究 室で はこれ らのうち毒素活性発現 に2種 類のタ ン

パク質を要求する2成 分性血球崩壊毒素で ある γ一hemolysinと1eukocidinに ついて研究が

進め られている。 両毒素はLukFを 共通成 分 としγ一hemolysinはHlg2と で ヒ ト、ウサ ギ

だ けでな く種 々の動物 由来の赤血球を崩壊 し、1eukocidinはLukSと で ヒ ト及 び ウサギ 白

血球を崩壊する。これ ら2つ の毒素 タ ンパ ク質 の構造 と機能、作用機作な らびに遺伝子の

伝播については多くの成果が得られて来たが、毒素遺伝子の発現調節機構については未だ

多くの不明な点が残 されたままとなっている。

&α 鷹 粥Smith5R株 は、 α一、 δ一hemolysin産 生量が少な く、 γ一hemolysinを 高産生 する

株 としてその研究 を行 うため古 くか ら用 いられてきた。 しか しながらその一方では、本株

を継代 して培養 していくうちにγ一hemolysin産 生能を失 う事 が経 験的に知 られ ており、γ一

hemolysinの 精製を 目的 と して本株 を大量培 養する際には0280%、CO220%の 混合 ガス通気

下 とい う条 件 で 行 わ れて いる。 当研究室 で も通 常の振 とう培養 によ り高 い頻度で γ一

hemolysin産 生能の低下が観察 されて いた 。そ して一度 γ一hemolysin産 生能 を失 った株 は混

合ガスで培養 してもγ一hemolysin産 生株 に復 帰 しないとい う不可逆性を示 した。

本博士論文は、このSmith5R株 にお ける γ一kemolysin産 生能 の不可逆的欠失の機構を解

明することを目的とした。そ して(1)γ一hemolysinを 産生す る株 、(rough(+))と 産生 しな い株

(smooth(一))との性 状 の違 いを明 らか に し、 この発現制御機構が転写レベルの調節によるこ

とを明らかにした。(2)Smith5R株 にお ける γ一kemolysin産 生能 の不可逆的な欠失は最近 発

見 された8α 〃ハεκ∫の 病原 因子転写制御機構である5α8に 変異が生 じた ことが原因であるこ

とを明らかにし、5αεが γ一hemolysinの 発現 を正 に制御 して いる ことを明らかにした。
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第1章 γ・bemo且ysin産 生 株 と非 産 生 株 の 相違

Smith5R株 が γ一hemolysin非 産 生 に 変 化 す る原 因 を 明 らか に す るた め 、Smith5R株 を継

代 培 養 す る事 で γ一hemolysin非 産 生 株 を 取得 し、 γ一hemdysin産 生 株 と性 状 を比 較 し相 違

を 明 らか に した。

1.γ ・血emolysin非 産 生 株 の 出 現

1・1.γ ・hemolys血1産 生 、 非 産 生 の シ ング ル コ ロニ ー の 形 成

研 究 室 にグ リセ ロ ール 保 存 され て い るSmid15R株 γ一hemolysin産 生株(+株)を2.5%

heartinfusionbroth(以 下 、HIB)で37℃ 、12時 間振 と う培 養 し、培養 液 を 希釈 後 、1%ヒ

ト赤 血 球 入 りのHIBプ レ ー ト(以 下 血 球 プ レー ト)に 植 菌 しシ ングル コ ロニ ー を 得 た(Fig.

1)。 そ の うち溶 血 斑 を 形 成 す る コ ロ ニ ー は 周縁 がrough型 で あ り、 以下rough(+)と した 。

一 方 、 溶 血斑 を形 成 しな い コ ロニ ー は 周 縁 がsmooth型 で あ り、 この コ ロニ ー を 形成 す る

株 をsmooth(一)と した 。 液 体 培 養 に お いてmugh(+)は 強 い凝 集 を示 し、沈 降 しや す か った

が 、smood1(一)は 凝 集 せ ず に分散 し、 沈 降 しに く い と い う違 い も見 られ た 。

1・2.継 代 培 養 によ るroug血(+)か らsmooth(・)へ の 変 遷

rough(+)、smooth(一)を そ れ ぞれ の シ ング ル コ ロニ ー か ら5mlのHIBに 植 菌 し、37℃ 、12

時 間 振 と う培 養 後 、50μ1を 新 たな5mlHIBに 植 え継 ぐ(1/100希 釈)と い う継 代 培 養 を10

回 行 った 。 菌 の植 え 継 ぎ と 同時 に培 養 液 を 希 釈 して 血 球 プ レー トに植 菌 し、 シ ングル コ ロ

ニ ー を 形 成 させ 、rough(+)、smooth(一)の 占有 率 の変 遷 を 追 った 。 そ の結 果 、rough(+)か ら は

例 外 な くsmooth(一)が 出 現 し、 継 代 を 重 ね る につ れ 占有 率 が 著 しく増 加 し、 っ い に は ほ ぼ

100%を 占め る まで にな っ た(Fig.2)。 一 方smooth(一)か らrough(+)が 生 じる こ と は無 か った 。

1・3.見 か け のsmooth(・)出 現 率

rough(+)の 純 粋 培 養 を1時 間 お き に血 球 プ レー トに希 釈 植 菌 して シ ング ル コロ ニ ー を 形

成 させ 、smooth(一)の シ ン グル コロニ ー が 最 初 に得 られ る まで の 培 養 時 間 、 世 代 数 を 求 め 、

み か け のsmooth(一)株 出 現 率 を算 出 した(Fig,3)。 得 られ た値 は2.7xlO4と い う一 般 に言 わ

れ る 自然 変 異 率10£ に比 べ る と高 い もの だ った 。

1・4.生 育 曲線 、1時 閥 あ た りの 世 代 数 の比 較

rough(+)、smooth(一)そ れ ぞ れ の 生 育 曲 線 を 作 成 した と ころ 、 対 数 増 殖 期 の 生 育 に大 き な

差 が 見 られ た(Fig.4)。rough(+)に は 約1時 間のIagphaseが あ り、smooth(一)に 比 べ て遅 れ

て生 育 して いた 。 さ ら に1時 間 あた りの 世 代 数 を算 出 した と こ ろ 、smooth(一)で は 「0～1時
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間 目」か らrl～2時 間 目」まで 最 大 値(約2.4世 代1h)を 維 持 し、その 後 低 下 す るの に対 して 、

rough(+ン で は 「2～3時 間 目』で よ うや く最 大 値(約2.3世 代/h)に 達 し、そ の 後 低 下 した(Fig.

5)。 この 結 果 か ら、rough(+)か らsmooth(一)が 生 じた場 合 、特 にrough(+)が 対数 増 殖 期 に入

る ま で の 間 にsmoo山(一)は 素 早 く増 殖 する た め 、継 代 培 養 に よ り何 度 も対 数 増 殖 期 を 経 る こ

とでsmooth(一)の 占有 率 は著 し く増 加 す る と考 え られ た 。

2。smooth(・)に お ける 多 面 的 な 病 原 因子 発 現 能 の 欠 失

smooth(一)に つ いて 、LukF、LukSぐHlg2の 発 現 をWestemblo賃ingに よ り検 出 した 結 果 、

smooth(一)で はLukF、LukS、Hlg2の いずれ も検 出 され な か った(Table1)。Hlg2、LukS、LukF

の 各 遺 伝 子 、 周辺 の塩 基 配 列 には 変異 はな か った こ とか ら転 写 以 降 の 過 程 で 発 現 が 抑 制 さ

れ て い る と推 定 され た 。さ らに α一hemolysin、 表 層 タ ンパ ク 質 で あるproteinA、 逗HCdassI1

釦 組ogprotein(Map)の 発 現 量 も激 減 し、 コ アグ ラー ゼ 活 性 も著 しい低 下 を 示 した 。 以 上 の

結 果 か ら シ ングル コロニ ー の 形 態 変 化 と γ一hemolysinを 初 め とす る病 原 因 子 の 産 生 に は相

関性 が あ り、rough(+)か らsmooth(一)に 変 化 す る と、 γ一hemolysinだ けで な く他 の 外 毒 素 や 、

表層 タ ンパ ク質 と い った 多様 な 病原 因子 の 発現 が抑 制 され て い る事 が 明 らか にな った 。

第2章 配g2、 伽超 の転写 レベルでの発現量の解析

第1章 にお いてsmooth(一)へ の変化は転写以降の過程 における制御 によると考え られたた

め、本章ではこれが転写 レベルにおける制御であることを明らかにし、さらに転写制御因

子の探索を行った。

1.鳳F、 ぬ解 のmRNAの 定 量

γ一hemolysin各 成 分 の うち、Hlg2は 単 独 のmRNAと して 、LukFは1威 ∫一Fの オ ペ ロ ン と

して1本 のmRNAと して 転 写 され る。rough(+)か らsmooth(一)へ の 変 化 が 転 写 レベル の制

御 に よ る ものか ど うか 調 べ る た め に1嘘F、 乃'82遺 伝 子 を プ ロ ーブ と して 、 各mRNAの 定 量

を試 み た 。smoothの 両mRNAの 発 現 レベル は著 し く低 く、Nor　hemblot直ngで は 検 出限 界

に達 しな か った 。 そ こで よ り精 度 の高 い リアル タ イ ムPCRを 用 い、Fig.6Aに 示 す プ ライ

マ ー を 用 いて 逆 転 写 したhlg2及 び 鰍3-FcDNA量 を 図 中 の プ ライ マ ー 対 に よ り増 幅 した。

内 部:コ ン トロ ー ル と して 解 糖 系 の 酵 素 で あ るglyce劇dehydes-3-phosphate¢hydrogenase

(GAPDH)を 用 い 、相 対 比 を算 出 した 。そ の 結 果1雌F、 ん」82mRNA量 は と も にsmooth(一)で

はrough(+)の お よそ1!100で あ る事 が 明 らか とな り、smooth(一)株 にお け る γ一hemdysin産

生 能 の 欠 失が 転 写 レベル の 抑 制 によ る もの で あ る こ とを 明 らか に した(Fig.6B,c)。
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2.病 原因子発現霞節因子の検索

2・1.rongh(+)ゲ ノム ラ イ ブ ラ リー のsmoo蝋 ・)への 導 入

smooth(一)へrough(+)の ゲ ノム ラ イ ブ ラ リー を 導 入 し、 γ一hemdysin産 生 能 が復 帰 す る ク

ロー ン の 取 得 を試 み た。 大腸 菌 とグ ラ ム陽 性 菌 の シ ャ トル ベ ク タ ーで あ るpHY300PLKを

ベ クタ ー と し、3～5bpのrough(+)株 ゲ ノム 断片 を イ ンサ ー トとす るrough(+)株 ゲ ノム ラ イ

ブ ラ リー を作 成 した。Smith5R株 はresthction+で あ る た め 、 大 腸 菌 か ら抽 出 した プ ラス

ミ ドを 直 接 形 質転換 が で きな い。そ こで 大 腸 菌 に発 現 させ た プ ラス ミ ドを まずrestdcdon+、

modi恥ation一 で ある 鼠α膨 麗∫RN4220株 に導 入 し、RN4220株 か ら プ ラ ス ミ ドを精 製 し、

smooth(一)に 導 入 した(Fig.7)。 総 計 で3.α 〃燃5ゲ ノ ム2.8Mbpの お よそ10倍 にあ た る 約30

Mbp分 のrough(+)ゲ ノム 断 片 をsmooth(一)に 導 入 した が γ一hemolysin産 生 復 帰株 は 得 られ

な か った 。

2・2.グ ロ ーバ ル レギ ュ レー タ ー が 國 与 す る可 能 性 の 検 討

ラ イ ブ ラ リーによ る復 帰 実 験 と並 行 して 鼠 側 肥〃∫ にお け る 主 要 な 病 原 因 子発 現 の レギ ュ

レー タ ー α8r、3'8β、50融 等 の変 異 の 有 無 を 確認 した 。こ の う ち48r(accessorygeneエegulator)

の塩 基 配 列 はrough(+)とsmooth(一)で 完 全 に同一 で あ り、 α8rA遺 伝 子 にIS1181が 挿 入 して

いた(Fig.8)。 さ ら にrough(+)、smooth(一)と も α8ア系 のRNAIII上 に:コー ドされ て い る δ一

hemolysinの 活 性が 見 られ な い こ とか らSmitb5R株 で は α8rが も と も と機 能 して い な い と

考 え られ た(Table2)。 そ こで α8r(+)標 準株(RN4282株)の α8r領 域 を イ ンサ ー トと して 有

す るpAG4282をsmooth(一)株 に導 入 し、α8rA相 補 株 を 作 成 した 。 しか しRNAIII上 に コー

ドされ る δ一hemolysinの 発 現 が 確 認 され た に もか か わ らず 、 γ一hemolysinを は じめ 、α8rに

よ り活 性 化 され る α一hemolysin、leukocidin、Map、 ま た 逆 に α8rに よ り抑 制 され るproteinA、

コア グ ラ ー ゼ の発 現 に影 響 は 見 られ な か った(Table2)。 一 方rough(+)株 に α8rを 相 補 した

結 果 、rough(+)よ りさ ら に強 く凝 集 し生 育 速 度 が 著 し く低 下 し、 菌体 あ た りの γ一hemolysin

産 生 量 も増 加 す るな ど α8rに 起 因 す る と思わ れ る影 響 が 見 られ た こ とか ら、rough(+)で は 正

常 な α8rが 存 在 すれ ば αgrが 機 能 す る潜 在 能 力が あ る 可 能 性 が 考 え られ た 。5∫8β、∫α融 シ

ス テ ム の 塩 基 配列 はrough(+)とsmooth(一)で 変 化 は無 か った 。

2・3.αgr相 補 株 の 嫌F、 ゐな2のmRNAの 定 量

rough(+)とsmooth(一)の 各 々 の α8r相 補 株 につ いて も 鰍Fと 〃82のmRNAの 発 現 量 の

定 量 を 行 った 。その結 果smooth(一)と そ の α8r相 補 株 で は差 が 見 られ な い の に対 し、rough(+)

α8r相 補 株 で はrough(+)に 比 べ 両mRNA量 が5～10倍 程 度 増 加 して いた(Fig.9A,B)・ こ の

結 果 はSmith5R株 で は α8融 が機 能 して いな いが 、rough(+)で は 潜在 的 に α8rに よ る制 御
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が機能する経路が維持 されているため、正常な α8rの相補 によ りHlg!Lukの 発現が上昇 し

たのに対 し、smooth(一)株 ではその経路 が維持 されて いな いために α8rを 相補 して も効果が

な いことが明 らかになった。 これよ りsmooth(一)株 で は ① αg7によ る制御 と ②Smid15R株

で本来機能 して いる と予測 され る α8rと は独立の制御 系 とで共 通 に働 いている調節因子が

関与していると考えられた(Hg,10)。

第3章 γ・hemolysin発 現 制 御 因 子 の 同定

第2章 の結 果 か らSmid15R株 の γ一hemolysinの 発 現 制 御 因 子 につ いて検 討 した 結 果 、∫αε

が 関与 して いる 可 能 性 が 示 唆 され た 。 本 章 で はsmooth(一)で は例 外 無 く ∫α8に 変 異 が 生 じて

いる こ とを明 らか に し、5αε ・によ り γ一hemolysinの 発 現 が 正 の 制 御 を受 けて いる こ とを 明

らか に した 。

5駕 が関与する可能性 の検 討

近年&α 〃ハθ〃5の病原 因子の転 写調節 因子 として3αε(£ 旦膨 〃5Ωxoprotein旦xpression)系 の

研究が進んできた。3麗 ローカス にある4っ の遺伝子 の うち ∫肥Pと5卿Cの 機能 は未だ 明

らか にされて いな いが、 ∫α83が セ ンサ ー として働 き、30θRが レスポ ンス レギ ュ レーター

と してターゲ ッ ト遺伝子のプローモーター部位に特異的に結合する事で転写を調節 してい

る典型的な2成 分性制 御 システムで ある と推定されている(Fig.11A,B)。 さらに3麗 は08r

とは独立 に病原 因子 の発 現 を活性 化 するが、α87と協調 する ことで よ り強 く活性 化 してい

るという報告がある。第2章 で示 した よ うにSmith5R株 においては α87が機能 して いな い

にも関わ らずrough(+)が 病原 因子 を産生 してお り、また α8rの相補 によって γ一hemolysinの

発現量が増加する ことか らrough(+)の γ一hemolysin発 現 には3αθが 関与 していると推定 し

た。そ してsmooth(一)で は5αθの機能 が失われていると考 えられた(Fig.10)。

1・1.smoot血(・)型 コ ロニ ー の5仰 の 塩 基 配 列

rough(+)、smooth(一)各 々 の ∫αθ の全 塩 基 配 列約3100bpを 決 定 し、比 較 した 。 そ の結 果

smooth(一)で は ∫αθRの404塩 基 目のTがGグ アニ ン に変 異 した こ とで終 止 コ ドンTGAに 変

わ って いる事 が 明 らか にな った(Fig.12)。 さ らにsmooth(一)型 コ ロニ ー の うち、ラ ンダ ム に42

個 を 選 び30ε の塩 基 配 列 を 決 定 した 結 果 、 す べて の コ ロニ ー にお い て、3αθ9か ら5αε3の 領

域 に何 らか の 変異 が 生 じて いた(Fig.13)。 変 異 パ タ ー ンは1塩 基 変異 か ら、IS、 トラ ンス

ポ ゾ ンの 挿入 、 配 列 の 欠 失 な ど と 多 様 で あ り法則 性 は 見 られ な か った。 ナ ンセ ンス 変 異 で

な い もの も例 外 な く コ ー ドされ る ア ミ ノ 酸 が 変わ って いた こ とか ら、 これ らの変 異 は ラ ン

ダ ム に生 じた もの で あ る が 変 異 の 結 果 ∫αθの 機能 に何 らか の障 害 を きた して い る た め に γ一
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hemolysinな どの病原 因子 を発現 しな くな っていると考え られた。単一のrough(+)シ ングル

コロニ ーか ら継代培 養を始めた場合 には全 く同 じ変異の生 じているsmooth(一)コ ロニ ー が 多

く得 られ 、 多様な変 異株はそれぞれ独立 したrough(+)コ ロニ ーか らの継代培養 によ り取得

された。実際に単一のrough(+)シ ングル コ1コニーか ら継代培養 した場合、ランダムに選択

した18個 のsmooth(一)型 コロニ・一で は全 く同 じ変異型が1多 個 ・4個 ・2個 ずつ生 じて いた。

これ はrough(+)の シ ングル:コロニ ー内 にすで にいくつかのsmooth(一)型 変異株が存 在 して

お り、早 い時期 に生Pたsmooth(一)型 変異ほ ど継代培養 において優先的に増殖 し、培養 中で

占める割合が高くな っているため と考えられた(Hg.14.)。

1・2.smooth(・)株 の5漉 相 補 株 の 性 状

5αε系 が γ一hemolysin産 生 と関与 して いる こ とを確 か め るた め にsmooth(一)の3α θ相 補 株

の作 成 を 試 み た 。 α87と 同 様 にpHY300PLKベ クタ ー にrough(+)由 来 の ∫αθ全領 域 をPCR

増 幅 して 挿 入 しpSAE5Rを 得 た。Eco'2DH5α 株 に導 入 しシ ー クエ ンス を確 認 した と こ ろ 、

得 られ た プ ラス ミ ド中の 膨 に は例 外 な く ラ ンダ ム に変 異 が 生 じて い た 。 この 結 果 は 正 常

な 膨 領 域 を ク ロ ー ン化 した 大 腸 菌 が 生 育 で き な い可 能 性 が 高 い こ とを 示 して い る 。 第2

章2-1で ∫αθ相 補 株 を 得 られな か った 理 由 と して 、大 腸 菌 で 作 製 したrough(+)ゲ ノ ム ラ イ

ブ ラ リー に は 正 常 に 機 能 す る5α θを 持 つ ク ロ ー ンが 存 在 しな か っ～ヒ可 能 性 を 示 して い る 。

そ こ でpSAE5Rを 大 腸 菌 、8α 膨 μ3RN4220株 をへ てsmooth(一)に 導 入 し、 血球 プ レ ー ト上

で 溶 血 斑 を 形 成 す る ク ロー ンを得 た 。 この プ ラス ミ ド中の ∫αθは5喫3のC末 端 近 傍 の1118

塩 基 目のAがGに 変 異 して いた(pSAE5R(3α ε3All18G))(Fig.15)。pSAE5R(5α ε3Alll8G)を

導 入 したsmooth(一)で は γ一hemolysin産 生 が 復 帰 し(Fig.16)、 さ ら に α一hemolysin、leucocidin、

proteinA、 コ アグ ラ ー ゼ 、Mapと い うrough(+)で 発 現 して いた 病原 因 子 の 発現 も復 帰 す る

事 を確 認 した 。しか しシ ング ル コ ロニ ーの 形 はroughに は戻 らな か った 。以 上 の結 果 、5粥 と

い う一 つ の 遺 伝 子 を 相 補 した こ とで γ一hemolysinの 発 現 が 復 帰 した こ とか ら γ一hemolysin

の 発 現 が 復 帰 した こ と か ら γ一hemolysinの 発 現 が ∫α8に よ り正 の制 御 を受 けて い る こ と を 明

らか に した 。

総括

1)Smith5R株 の γ一hemolysin産 生 型 か ら非 産 生 株 が 派 生 し、 γ一hemolysin産 生 能 を 失 う と

同 時 に コ ロニ ー の 形 態 がroughか らsmoothに 変 化 した 。smooth(一)は 生育 が 早 い た め に

継 代 培 養 す る こ とでrough(+)か らsmooth(一)に 変遷 した 。
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2)smooth(一)に お い て γ一hemolysinJeukocidinの 発 現 制 御 は 転 写 レ ベ ル で の 調 節 に 起 因 して

い た 。

3)Smith5R株 のrough(+)で は α87が 機 能 して い な くて も 、 γ一hemolysinを 発 現 して い る こ

と が 明 らか に な っ た 。

4)smooth(一)で は 例 外 な く5α8に 変 異 が 生 じて い る こ と を 明 らか に し 、 ∫αθを 相 補 す る こ と

で γ一hemolysin、leukocidinの 産 生 能 が 復 帰 した こ と か ら5α θが γ一hemolysin、1eukocidinの

発 現 を 正 に 制 御 して い る こ と を 明 ら か に した 。

原 著 諭 文

Yamazaki,K.,F.,Kato,andY.,Kamio,J.,Kaneko,Expressionofy-hemolysinisregulatedbysae

inStaphylococcusaureusstrainSmithSR,submitted.
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灘蟹講

Fig.1,ヒ ト赤血球プ レー・トにおいてSm曲5R株 が形成する2種 類の シング

ルコロニー 周縁がrough型 で溶血 プラークを形成するコロニーをrough(+)、

smooth型 で溶血プラークを形成 しないコロニーをsmooth型 とした。

100必 湧F昏 一島一転}蟻 一;

75

smooth(一)

コロニ ー50

占有 率(96)25

一 噌「ごr一一一

smodth(一)

面)
0

246810

12時 間おきの継代(回)

Fig.2.継 代培養rough(+)、smooth(一)に っ いて12時 間

おきに菌を植え継ぎ、同時に ヒト赤血球プ レー トに希釈 して植

菌 し、シングルコロニーを形成させ、各 コロニーの 占有率を示

した。rough(+)を 囚、smooth(一)を △ で示 した。

変異株出現率P昌1糖 一
n;世 代数6。54(10時 商 後)

X;smooth(一)の 出現頻度1/563

P=2.7x10-4

+→ ○
,。嗣.)・m・ ・th(一)

Fig.3.見 か けのsmooth(一)コ ロニ ー出現 率

1

O.D.

(A鵠660)

0.1

,,/㌧

/

/
smooth(一)

鮪

◆1時 間 あた りの世代 数

lNヒ ー10Nt_1
0g

Nt;t時 間後 の総菌体 数

Nt-1;t-1時 間後 の総菌体数

2.

1.

z

o.0

012345

培 養 時 間(h)

Fig.4.生 育曲線(対 数増殖期)

対数増殖期の生育曲線をrough(+)を 囮 、

smooth(一)をOで 示 した。

世 代 数1

0.5

0

ii
12

遷
iiii

3456

培 養 時 岡帯(h卜hr)

臼9.5.1時 間あた りの世代致 図中に示 した式より1時 間

あた りの世代数を算出 した。rough(+)を 囲 、smooth(一)を

Oで 示 した。
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ro蟹gh(÷) smooth(一)

LukF 十 蘭

Hlg2 十 薗

LukS ÷ 一

ac-toxin ÷ ±

ヒト赤血球の
溶血

十 一

protein幽
十幸 ±

Nlap 十十
一

コアグラー・セ

活性
十十 ±

コロニーの

形態
rO騒gh smoo噛

凝隻

`対致増殖鮒
・十 ・十 a

Table1.rough(+)とsmooth(・)

の 病原因子の発砿 菌の特徴の相違

B 900

A
瀞

　　
酩

1ｮ

1

惚21gqρ
0.1

o.oi

0.001

0 510

培養時間(hr)
15

1

0.1

勉好 γ9電ρ

0.01

0.001

0.00010

十
rough(十)

sr蹴 一)

㊥ 曳 ノ
野

V鞠 礪
暫 冒1

510

培養時間(hr)

15

Flg.6.側g!Lukの 遺伝子構造(A)と リアルタイムPCRに よる ん@2(B)、 』艀 ¢)mRNAの 定

慧(1)A逆 転辱反応 に用 いたプライマーを 灘畿で、PCR増 幅断片の位置を 甲 で示 した。BとCは そ

れぞれ ん@2、AαkFのmRNA発 現量の定鐙を行 った。内部 コン トロ〒ルであるgaρ のmRNA発 現量 に対す

る相対値 を示 した。rough(+)を ◇ 、smooth(一)を 蟹 で示 した。
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∴◎. 燦ill鮮::1∫:
二る◎

■白 ..1
'・←

Fig.7.Smith5R株 へのプラス ミ ドの導入Smith5R株 はrestriction+で あるため大腸菌か

ら抽出したプラスミ ドを直接形質転換できない。そこでまずrestriction一 、modification+で ある

5aμ ㌍ロ5RN4220株 に導入 し、RN4220株 か ら精製 した プラスミ ドをSmith5R株 に導入 した。

S-hemolysin

蹴欝隷
Fig.8.Smlth5R株 のagrrough(+)とsmooth(一)の ∂grは 完 全 に同一で 、

ag〃4にIS7787が 挿 入 してお り、 ∂gr系 が 機 能 していな い と考 え られ た。RNAMに

コー ドされ て い る δ一hemolysinの 活 性 も見 られな い。

rough(+) smooth(一) agrの 制御 S(一)/agr

r-hemolysin 十
一 4 一

a-hemolysin 十 十 鼻 十

d-hemolysin 一 廟
鼻 十

ヒト赤血球の溶血 +tr) a +(δ)

leucocidin ..F 圏 毒 一

Map 一1一 胴 毒 一

proteinA 十f 十 重 十

コアグラーゼ活性 一f一一f一 十 曹 十

コロニーの形態 rough smooth (rough)
凝集(対数増殖期) 一f一

Table2.mugh(+)、smooth(・)お よ びsmooth(一)agr相 補 株 の病 原 因子 の発 現、 藺の性

編 麗 溜 醗 聚 鮒 糠 欝 株をs←)/a研と示し脚 により活性仏 ま
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Fig.9.リ ァ ル タ イ ムPCRに よ る ゐ魯2(A)、'跳F(8)mRNAの 定 墨(2)Fig.6.と 同 様 にrough(+)、

smooth(一)各 々の ヨgr相 補株 につ いてAは ん勺2、Bは 敏FめmRNA発 現 愚 の定 選 の結 果 を示 した。rough(+)

を ◇ 、smooth(一)を 踵 、rough(+)3gr相 補 株R(+)/agrを 議 、smooth(一)agr相 補 株S(一)/agrをX

で 示 した。

欝 悔 り
乙

smooth(一)

難 ター→ → 〉
吻2.勉 捌 回げ などの病原因子遺伝子

Fig.10.smooth(一)に お1ナる γ・hemolysin魔 生能の欠失の原 因と考え られ る制御系の

モデル 図agr系 を欠くSmith5R株rough(+)で は、agrを 介 さない制御系(?で 示 した)が 働

いて いる。smooth(一)で はその制御系に変異が起 こったため、 γ一hemolysin産 生能が失われた。

A
seep 5sae58e
舞一謄一ゆ

幽 約3100bp一
B
鵠嘱 sae

プロモーター
α一hemo騨nな どの病原因子遣伝子

Fig.11.5aeの 構造 と病原因子の転写朗留機構Aは5aeの5aθP～5遺 伝子の構造 と転写単位を示

した。2成 分性制御系はRとSか らなる。Bは5∂eの 転写制御機構 と5∂e-8grの 協調性を示 した。5ヨe

はagrに 非依存的に病原因子の転写を活性化するが、agrと 協調することでよ り強く活性化する。

コ タ`→
■噸〉
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(二(:T⊂(:C⊂⊂⊂蹴 τAT「TGACTCσAτ 「「AτπAAτ(二AGA(:AへTT4TTTT(:ATτ 汀(二AAAτ τAτ了Q一「T(:TT(:AATAτ τ《GT⊂AAG⊂GAT《 τπA《A⊂ 薙《A1㈱

∈丁了ムA(≡A《丁TAGT丁 幽ATGGCATA'「 「Aτ「一「G⊂⊂1-1「(二ATT了τAAAC7丁 良AC7下ATCA《ATTGAAGAAAT{3A(≡GAGτ アAG(=ATGAATACAAAA丁ATTTTTTAGZ⑭ の

期 卜ITKYFLA .

⊂A(i(T6GTG⊂T∈ 丁下蓋TCA⊂AACATTAG⊂TTTAG(;T(iCτTG下GGTAATTCT《A下 丁⊂A⊂A氏GATCAAG∈TAA⊂AAAACT∈AACAAAAAA⊂AAAGTCAGAAGA

AGAV王T丁LALG《CGNS鰻S{～D(～G醤KTE∈ ミKTKS≡ …D

TA(≡CAAT(葺 「「AAAACr(≡AT融AA⊂AAAA(=A(:σAACA6(肩 「ACAT1て:A(置TCτAA《AA(=G(≡T∈AAAC下(ヨ'「TGAA∈(董 「AAA6CTGAGAτ 丁八AAAA丁(≡(銅「AAA

SNVKTDKTK卜{LTGTFSSK聾GETVEGKAEIK誕 ∈ 疑

丁了A《TG⊂TTA⊂7AA⊂TA⊂AAATCAT⊂AAAAGGTCCAGAア τTATA⊂G了(TACCTAACAAAAAATG∈ ⊂GACATTAAAAAC(≡GTAAAGAAA了 ⊂(≡(:AAT6GT丁G

L鮭LT村YKSSKGPDLYVYLTKNGDIK起GKE工A契VD

ACTA⊂GATA《A(≡ 喬AAAA(二A禽A⊂ATτrGA了 ⊂τTAAAAATGTAGATTTAAG⊂AAATATGATGAAGτAACAATCTAT下GTAAAAAA∈CTCA⊂6'「CAT⊂ τ丁⊂(≡6

Y匿)K≡ …kqTFDL民 瞳VE}LS暑(YDEV丁IY⊂KKAHV工FG

C(≡G⊂G⊂TAAATTAAAATAATCAATT1『CτGAGTTAAACτ 丁コ「「AττrACAACATA⊂TATTA(:T《 了'ACA了丁《GAAATT了 『「TAAAATATA⊂ATTA⊂AC丁(:ATTA

GAKLK寧

C「(二《ATGGA《 ム(≡⊂GTATGATτ 「CA⊂AGCC⊂CCCTAGCTγCTA∈AAAT⊂ATA⊂TTT⊂ ⊂「rτTτ丁⊂AA丁ATATATACAA⊂TAτ 「AAATCCCATAAGAτ 了GCA89②

(…AG⊂A⊂ATAA6TAA《TTτ 【r「「「《GAGC丁TG《G6τrr∈TTτA6⊂TTムAG⊂AA⊂ ⊂⊂ATGAG⊂ τ(無CAC「r⊂CTGTTCACATAAC《 ⊂1rA(:メ》VkT⊂G⊂ATTA9{う{∂

丁(≡了了(三⊂τTAA'「CTTATG丁 τTATAT為AA了TACACA(:AA'「AAATA∈AAAGAATGτGAA(:AT(二AT6AATAAATTAT'「G⊂TACT⊂GT'「ACATTTAT⊂ATT(:GT(≡133⑭

TGGG丁 τCAG(コ「A了丁6丁TATGTτAAT(三 ⊂AAG∈ ⊂TA⊂GAAAAATTAAC(… 〔≡(≡C6〔玉ATT下ACG⊂r∈AAAG6了 丁TAGTA⊂ ⊂AGT⊂AτCGCアAA⊂AATACτGA1-rC11⑭ ⑭

A⊂⊂AGAGT∈G丁 《TAAGT6Gτ π 「T⊂∈⊂AAATATAGTTG⊂A⊂ATA⊂(…ACG了(=ATTA『 「「T∈ATATTGT丁 ∈TCC⊂ACTC(≡GAGAGATTG⊂AAT丁(…GA了TAGGτ12e㊤

TTAAτ1一 「rτ(≡GAGTTTrアG⊂ATATGCTG⊂TAG了TT(TτTGGAG⊂C}TT∈ 「「ATGATAAATTATATC「 「AGCAGATAT6ATATτTAC(「TATCσCrTCAAT13⑭ ⑭

蝿 工 謎Y1二 しAD統 工FTYPLqL

TAA(コ ー「「⊂ττ'「ATC(コー「「τACTAAτGAGT⊂ACT⊂A1了GTTAAAACAGAτ 『τ(浜⊂TTAAAGAAAT(:A'「TAATTA⊂TTTAGA(≡GτC(iTAAGAA⊂A∈ 《GGT(≡A14¢O

TFF工LLL髄S}{SLしKq=SLKξ 工 工NYFRGIミK脛RGE

AAAAATA∈ATGACCC《CπA⊂TGATCG了GGAT(≡ATGA裁CAA(…A(:ATTG了A(1《 ⊂AττT(ヨ「CAAA⊂ ⊂TATTTTGAATA7GAAG(葺 「「ACAAA(≡TAA⊂AA(=GA⊂15eO

KヱDgPLTDRG零

MTHLLIVDDEqD工VD工 ⊂QTYFEYE(≡YKVT丁T
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Fig.12rough(+)とsmooth(一)の5aθ 領域の全塩基配列の比較rough(+)の5ヨeの

塩基配列、アミノ酸配列を グ;/一 で示 し、smooth(一)で 変異 していたコ ドンとコー ドされるアミノ

酸を 黒 で示 した。
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Fig.13.ラ ンダムに選択 したsmooth(→ コロニー の52e領 域 に生 じた変異箇所の分布

と変異パターン ランダムに選択 した42個 のsmooth(一)コ ロニーの5ae領 域の全塩基配列を決

定 した。Xは 変異及びIs、 トランスポゾンの挿入部位を示す。

る炉㊧
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ラ
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代

回
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回(

smooth(一)占 有 率(%)

竃

議

+rough(f)

Qsmooth(一)

竃
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Fig.14rough(+)か らsmooth(→ への変遷の撲式図

rough(+)シ ングル コロニーの段階ですで にsmooth(一)が 派生 して

いる。smoot(一)は 生育速度が早いため、早い段階で生 じた変異型A

か ら順に培養中における占有率が高くな っていると考え られる。

pHY300

PLK

～へ
saesA1118G

pSAESR(saeSA1118G)

目g.155ae相 補 プラス ミ ド5∂ θ5の

1118塩 基 目のAがGに 変異 した5∂ θ5

A1118Gを イ ンサ ー トと したpSAE5R(5ae5

A1'118G)をsmooth(一)に 導 入 した 。

㊧
魯

rough(+)

smooth(一)

S(一)/sae

S(一)/agr

R(+)/agr

vectorの み

Fig.16.smooth(一)5aε 相樒株 における γ一hemolysin

産生の復帰smooth(一)5ヨe相 補株をS(一)/5aeと 示 した。

各株を12時 間時閻培養 し、培養上清 の溶血活性を比較 した。

右列は熱処理 によ り γ一hemolysinを 失活させ、 δ一

hemolysin活 性を見た。P郎 ヒ ト赤血球プレー トに直径5mm

のウェル(○)を 開け、培養上清30μ1を 入れ、37℃ で24

時間反応を行った。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

黄色 ブ ドウ球菌3ゆ 姻ococ傭 傭 脚 ∫(以 下,80膨 μ5)は,ヒ トの 常在 菌 で ある一方,様 々 な外

毒素 を産 生 し日和 見感染 や食 中毒 を引 き起 こす 。 また近 年畜 産業界 にお いて ウシの乳房 炎の起 因菌

と して重 要視 され てい る。5醐 燃 ∫は薬 剤耐 性 歯 が 出現 しや す く,近 年MRSA(皿ethicillin二esistant

旦taphylococcus型reus)な どに よる院 内感染や,市 中獲i得型MRSA(CA-MRSA)に よる新興感染症 が

問題化 してお り,抗 生物質 が 「魔法 の弾丸」 とは言 えない時代 になった。

当研 究 室 で は 距`肥`∫ の 産 生 す る外 毒 素 で あ る2種 類 の2成 分 性 溶 血 …毒素 γ 一hemolysinと

leukocidinの 研究 が進 め られ てお り,こ れ までに両毒素 の作 用 メカニズ ムに関す る多 くの知見 が得 ら

れ てい る。 γ一hemoly寧inはLukFとHlg2と で ヒ トを初 め とす る種 々の動物 由来 の赤卑球 を崩壊 し,

leukocidinはLukFとLukSと で,ヒ ト及 び ウサ ギ白血 球 を崩壊す る。 しか しこれ ら毒素の発現調 節機

構 に関す る研究 は殆 ど成 され てい ない。3翻 脚 ∫Smith5R株(以 下,Smith5R株)は,α 一,β 一,

δ一hemolysinの 産 生 量 が少 な く γ 一hemolysinを 高産 生す る株 で あ り,古 くか ら γ 一hemolysinの 研

究に用 い られ てきた が,一 方 では本株 を継代 して培養 してい くうち に γ 一hemolysin産 生 能 を朱 う事

が知 られ てい た。 γ 一hemolysinの 精 製 を 目的 と して本株 を培養 す る際 に は02:CO2=80:20の 混

合 ガ ス通 気 下で培養 を行 なってい るが,通 常の振 と う培養 で継代 培養す るこ とに よ り,高 い頻 度 で

γ 一hemolysin産 生能 が低 下す る。そ して一度 γ 一hemolysinを 産生 しな くなった株 は混合ガ ス通気下 で

培養 して もγ 一hemolysin産 生能 は戻 らない とい う不 可逆性 を示す。

本 博 士論 文 は,こ のSmith5R株 に お け る γ一hemolysin産 生 能 の 不 可逆 的欠 失 機 構 を解 明 し,

γ一hemolysinの 発現制御機構 を解 明す る ことを 目的 とした。そ してまず,(1)Smi山5R株 の培養液 か

ら γ一hemolysinを 産 生す る株,(rough(+))と 産生 しない株(smooth(一))を 分 離 し,Smoo由(」)

では γ一hemolysinだ けでな く,leukocidinを 初 め とし,α 一hemolysinな どの外 毒素や表層 タンパ ク質

といった多様な病原 因子の発 現 も抑制 され る とい う多面的な制御 を受 けてい るこ とを明 らか に した。

また継 代培養 に よ りrough(+)か らsmooth(一)が 例外 無 く高頻度で派生す るこ と,smooth(一)の 生

育速度 がrough(+)よ りも早い ために継代 を重ね るにつれ,smooth(一)の 占有率 が著 しく高 くなる

こ とを明 らかに して,γ 一hemolysin産 生能が減少す る過程 を解 明 した。 さ らにrough(+)か らsmooth

(一)へ の 変化 の造 伝 子 レベ ル で の解 明 に向 け,(2)大 腸 菌 で構 築 した プ ラス ミ ドをrestriction一,

modi行cation+で ある50μ 脚 ∫RN4220株 を介す ことに よ り,8醐r8μ ∫の種 々の発 現制御遺伝 子 をsmoo由

(一)に 導入す る形質転換系 を確 立 した。それ を用いて,(3)Smith5R株 で は8α 膨 κ5の主要な グロー

バル レギ ュ レー ターで あるogr(旦ccessorygeneエegulator)が も ともと機能 していない こと明 らかに し,

smooth(一)へ の変化 が α8rと は独立 した,転 写 レベル での発現制御 に よる ものであるこ とを明 らかに

した。 そ して(4)Smith5R株 にお ける γ 一hemolysin産 生能 の不可逆的 な欠失 は&醐 馴 ∫の病原 因子

発現制御機構の一つで ある ∫06(旦.旦ureus皇xoprotein皇xpression)に1塩 基変異やIS,ト ラ ンスポ ゾンの

挿入 な どによる ランダムな変異 が生 じ,3α θの構成 タンパ ク質 の1次 構 造 が変化 した こ とで ∫oεの機

能 に障害 をきた し,γ 一hemolysin/leukocidin遺 伝子 が転写 され なかった こ とが原 因で あるこ とを明

らかに した。

以上 の よ うに,本 研 究 は,&α μr6μ∫Smith5R株 におけ る γ一hemolysin産 生能 の不可逆的欠失機構 の

解 明を通 じ,∫αθが γ一hemolysin/leukocidinの 発 現を正に制御 してい ることを明 らかに した もので,

本審査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授与す るのに値す るもの と認定 した。
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